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The dispenser needle (8) is moved vertically to penetrate a cover 
(13) over a micro-titration plate (10), dispensing liquid into its cells 
(9). The needle is retracted and moved between them under 
automatic control. The cover prevents evaporation, contamination 
and aerosol release. A resilient damping system absorbs and stores 
impulses when motion is interrupted. The dispenser needle (8) is 
moved vertically to penetrate a cover (13) over a micro-titration 
plate (10), dispensing liquid into its cells (9). It is retracted and 
moved between them under automatic control. The cover prevents 
evaporation, contamination and aerosol release. Residual droplets 
on the needle end are wiped off, preventing error, and contaminants 
are kept away, by the cover. A resilient damping system absorbs 
and stores impulses when motion is interrupted. Preferred Features: 
Droplets adhering to the needle following delivery are deposited in 
contact with the cell liquid contents, or its wall, preventing error. The 
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needle rises appropriately, for movement between cells. The needle 
is given a shake, to detach any residual droplet. This is transmitted 
to and by e.g. the flexible supply tube (4). Cell temperature is 
adjusted for careful treatment and to reduce evaporation errors. The 
cover is slit during penetration, to assist liquid handling techniques, 
avoiding cover removal. [ German] 

Show legal status actions 
None 

1. Verfahren zum Sammeln von Fraktionen nach Stofftrennung, 
bei dem ein substanzabgebendes Element uber in einem 
definierten und zuran sich bekannten "liquid handling'-Technik 
pafifahigen Raster angeordneten Sammelgefaflen relativ zu diesen 
positioniert wird, jeweils unter einer vertikalen relativen Bewegung 
in die Sammelposition gebracht wird und dort eine zu 
fraktionierende Substanzmenge in das selektierte SammelgefaU 
abgibt, dadurch gekennzeichnet, daft das substanzabgebende 
Element bei seiner vertikalen relativen Bewegung fur die 
Substanzabgabe jeweils eine auf den SammelgefaUen befindliche 
und die Aerosolbildung in der Umgebung verhindernde, 
verdunstungs- und kontaminierungssicher abschliefiende, 
Resttropfen am substanzabgebenden Element abweisende sowie 
auch sonstige fehlfraktionierende Substanzanteile fernhaltende 
Abdeckung perforiert, die Substanz in der Sammelposition durch 
diese Abdeckung hindurch in das selektierte SammelgefaU abgibt 
und sich danach aus dem abgedeckten SammelgefafJ in die 
Ausgangslage zuruck bewegt und dafi der Flussigkeitsstrom zum 
substanzabgebenden Element jeweils wahrend der 
Positionierbewegung des substanzabgebenden Elementes 
unterbrochen sowie zur Dampfung der mit dieser Unterbrechung 
auf das substanzabgebende Element wirkenden Druckanderungen 
elastisch aufgenommen und zwischengespeichert wird. 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum 
Sammeln von Fraktionen, vorzugsweise im Mikrolitermafistab, und 
ist fur analytische und praparative Anwendungen in der Biochemie, 
der Molekularbiologie, der Chemie, der Pharmazie, der 
Pharmakologie, insbesondere aber in der Biotechnologie, 
vorgesehen. Beispielhafte seien die Einsatzmoglichkeiten fur das 
Wirkstoffscreening in der Pharmaindustrie, fur die klinisch- 
chemische Analytik, fur die Proteinanalyse nach Fragmentierung 
sowie fur die kombinatorische Chemie genannt. 
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@ Verfahren und Vorrichtung zum Sammeln von Fraktionen nach Stofftrennung 
® Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- jHHB 6 

tung zum Sammeln von Mikroliter-Fraktionen nach Stoff- HjH 

trennung fur analytische und praparative Anwendungen, 

insbesondere in der Pharmazie, der Pharmakologie, der 

klinischen Anylytik, Biochemie, in der Molekularbiologie 

und in der Biotechnologie. Es sollen Fraktionen, vorzugs- 

weise im Bereich weniger Mikroliter, ohne Gefahr von 

Verunreinigungen, Verdunstungsverlusten, Fraktionsver- 

mischungen und mit moglichst geringem Handhabungs- 

aufwand fur das Vor- und Nachbehandeln der Probenge- 

fafie gesammelt werden. 

Erfindungsgemafi werden die Sammelgefafie (9) vor- 

zugsweise einer Multiwellanalysenplatte (10) mit einer 

perforierbaren Deckfolie (13), beispielsweise einer Klebe- 

folie, verschlossen bzw. bereitgestellt. Eine Perforierspit- 

ze (8) durchsticht jeweils die Deckfolie (13) und gibt ein 

voreingestelltes Volumen in Abhangigkeit von Zeit und 

Volumenstrom oder von einem Detektorsignal durch die- 
^ se hindurch in das entsprechende SammelgefalS (9) ab. 

Die Sammelgefafie (9) bleiben bei der Fraktionierung ver- 
r** schlossen,so dafi Aerosolbildung, Verdunstungsverluste, 

Verunreinigung der fraktionierten Proben durch Staub- 
O) und sonstige Schmutzpartikel, Fehlfraktionierungen und 

Fraktionsverschleppungen zuverlassig vermieden wer- 
UfJ den. Zusatzlich kann die Deckfolie (13) zur Weiterbehand- 
_q lung mit Geraten der an sich bekannten "liquid hand- 
^ ling"-Technik geschlitzt werden. Wahrend der Positionier- 
^ bewegung der Perforierspitze (8) wird der Voli 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffl ein Verfahren unci eine Vorrichlung 
zum Sammeln von Fraktionen, vorzugsweise im Mikroliter- 
maBstab, und ist fur analytische und praparative Anwendun- 5 
gen in der Biochemie, der Molekularbiologie, der Chemie, 
der Pharmazie, der Pharmakologie, insbesondere aber in der 
Biolechnologie, vorgesehen. Beispielhafte seien die Ein- 
satzmbglichkeiten fur das Wirkstoffscreening in der Phar- 
maindustrie, fur die klinisch-chemische Analytik, fur die io 
Proteinanalyse nach Fragmentierung sowie fur die kombina- 
torische Chemie genannt. 

Die Methoden der Stofftrennung, speziell mit chromato- 
graphischen Verfahren, sind im letzten Jahrzehnt erheblich 
weiterentwickelt und miniaturisiert worden. Diese Miniatu- L5 
risierung machte sich besonders deshalb erforderlich, weil 
zur routinemaBigen Charakterisierung vieler biologisch ak- 
l.iver Substanzen hiiulig nur sehr geringe Subslanzmengen 
im ug- oder mg-Bereich zur Verfiigung slehen. Dariiber hin- 
aus sind in den letzten Jahren die Anforderungen an die Pro- 20 
bendurchsatze der Analytik, in der Wirkstoffsuche, Biotech- 
nologie und Molekularbiologie stark gestiegen. Durch den 
Stand der Pumpen-Saulen- und Detektionstechnik wird eine 
Trennung im Bereich weniger Mikroliter moglich. Neben 
der online- Verfolgung des Chromatographieergebnisses hat 25 
sich besonders in der letzten Zeit die Notwendigkeit ergeben 
die einzelnen in dichtem Raster hochaufgelost gesammelten 
Fraktionen offline, zu analysieren (z. B. Peptidtrennungen 
mit anschlieBender Massenspektrometrie: Courchesne P. L., 
Patterson S. D.: Manuell microcolumn 'chromatography for 30 
sample cleanup before mass spectrometry, Biotechnics 22, 
1998, No. 2, 244-250). Aus der erforderlichen dichten Frak- 
tionierung ergeben sich viele Einzelproben, fur deren hoch 
auftosende Charakterisierung eine effektive parallele Verar- 
beitung notwendig ist. 35 

Die angewendeten bekannten chromatographische Trenn- 
verfahren haben jedoch einen sequentiellen Ablauf und 
mussen somit fiir eine effektive parallele Weiterbearbeitung 
den verfugbaren Rastern fur Multipipettier-Dispensier- und 
MehrkanalmeBtechnik angepaBt werden. Gegenwartig wird 40 
ein weitverbreiteter Standard fiir die ProbengefaBe durch die 
sogenannte Multiwellanalysenplatte (beispielsweise Gerasi- 
mova N. S., Steklova I. V., Tuuminen T.: Fluorometric me- 
thod for phenylalanine microplate assay adapted for phenyl- 
ketonuria screening, Clin-Chem. 1989, Oct, 35 (10), 45 
2112-2115 oder Matthews P. D., Wurtzel E.T.: high 
throughput microplate format for producing and screening 
riboprobes from bacterial cells, Biotechniques. 1995 Jun, 18 
(6), 1000-1002, 1004 oder Wu P., Daniel-Issakani S., La- 
Marco K., Slrulovici B.: an automated high throughput fil- 50 
nation assay: application to polymerase inhibitor identifica- 
tion,; Anal-Biochem. 1997, Feb 15; 245 (2), 226- 230 oder 
Rashed M. S., Bucknall M. P., Little D., Awad A., Jacob M., 
Alamoudi M., Alwattar M., Ozand P. T.: screening blood 
spots for inborn errors of metabolism by electrospray tan- 55 
dern mass spectrometry with a microplate batch process and 
a computer algorithm for automated flagging of abnormal 
profiles, Clin-Chem. 1997, Jul; 43 (7), 1129-1141) und die 
von ihr abgeleiteten Raster bestimmt. Die MaBe sind im 
SBS-Standard festgelegt. Von diesem AusgangsmaB gibt es 60 
eine Anzahl von 96 ProbengefaBen abgeleiteter Raster mit 
384, 864 und 1536 ProbengefaBen (Kataloge der Firmen 
Greiner bzw. Corning Costar). Fast alle Gerate fiir einen ho- 
hen Probendurchsatz des "liquid handling" und parallele Be- 
arbeilung sind diesem Raster angepaBt. und damil. in dem 65 
Bereich untereinander kornpalibel. 

Die Trennvorfahrcn mit fltissigen volumcnbewegenden 
Trenntechniken, wie HPLC oder FPLC mit einem sequen- 
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tiellen Ablauf, sammeln die getrennten Proben mit Frakti- 
onssammlern in einer bestimmten Reihenfolge oder mit ei- 
neiri besl.imnil.en Raster, entweder konlinuierlich nach dem 
Volumen und der Zeit, einem zeitlichen Programm oder 
nach einem vorgegebenen Schwellwert des jeweiligen De- 
tektors. Bekannt sind verschiedene Typen automatischer 
Fraktionssammler, die an haufig auch automatisierte Fliis- 
sigtrennvorgange gekoppelt sind (US 4 422 151, 
US 4 049 031 oder DE 35 20 055). Diese bestehen aus Hal- 
terungen der ProbengefaBe, einer Zufuhrung der zu sam- 
melnden Losung und einer internen oder extemen Steuer- 
einheit. Fur die Anordnung der ProbengefaBe gibt es fol- 
gende Varianten: erstens karussellformig (US 3 838 719), 
zweitens spiralfbrmig (US 3 570 555), drittens in Reihen 
und Spalten (US 4 422 151) viertens reihen- und spalten- 
weise in beweglichen Containern (US 4 077 444). 

Die Positionierung der ProbengefaBe unter die Austritts- 
offnung fiir die Probenlbsung erfolgt entweder durch ein Be- 
wegen der Halterung der ProbengefaBe oder durch eine Be- 
wegung der Austrittsoffnung. 

Die Sammelvolumina erreichen im unteren Bereich 5 pi 
(Firmenprospekt Pharmacia Biotech: Fraktionssammler am 
Smart™ System). Fiir geringe Volumina und hohe Proben- 
zahlen werden oft Formate die dem Raster von Multiwell- 
analysenplatte entsprechen eingesetzt (INTERNET-Publi- 
kation der Firma Gilson zum Fraktionssammler FC203 , zum 
Fraktionssammler am Combinatorial Chromatographie Sy- 
stem und zum u-Fraktionierer auf der Basis eines Gilson 
221XL). Diese Fraktionssammler haben einen Aufnahme- 
platz fur mindestens einen Probenbehalter. Ein bewegliches 
Element fuhrt die Zufuhrung der Proben horizontal iiber die 
im Raster fest stehenden einzelnen ProbengefaBe und fullt 
diese der Vorgabe entsprechend. Es gibt Ausfuhrungen, die 
das zufuhrende Element, eine Kapillare oder ein Kapillar- 
rohr zusatzlich zu der horizontalen Positionierbewegung 
iiber das jeweilige GefaB, vertikal in das GefaB zum Abset- 
zen der Probe bewegen (INTERNET-Pubhkation der Firma 
Gilson zum Fraktionssammler am Combinatorial Chroma- 
tographie System und zum u-Fraktionierer auf der Basis ei- 
nes Gilson 221XL sowie der Firma Pharmacia Biotech zum 
Fraktionssammler am Smart™ System). Eine weitere Verti- 
kalbewegung zum Trennen des letzten Tropfens am Auslauf 
ist patentiert (DE 43 03 275). 

Nachteilig bei den bisherigen Fraktionssammlern sind bei 
den geringen Fliissigkeitsmengen der Proben besonders die 
Verdunstungsverluste (hohes Oberflachen/Volumenverhalt- 
nis), Verschleppungskontaminationen der Fraktionen unter- 
einander, Kontaminationen aus der Luft, wie Staubpartikel 
und Mikroorganismen, sowie die Mbglichkeit der Aerosol- 
bildung des Sarmriclgul.es. 

Eine Verringcrung der Verdunstung und Verbesserung der 
Haltbarkeit kann durch eine Temperierung unterhalb der 
Raumtemperatur erreicht werden (IN'lTiRNET-Publikation 
der Firma Gilson zum temperierbaren Probenbehalter des 
Fraklionssammlers FC206). 

Eine weitere Mbglichkeit, Verdunstungsverluste zu ver- 
ringern und Kontaminationen zu vermeiden, besteht darin, 
die Platten mit Abdeckungen zu versehen oder zuzukleben 
bzw. zu verschweiBen und damit jedes ProbengefaB der 
Platte hermetisch abzuschlieBen (US 5 056 427, 
US 5 604 130). Die Firma Gilson verwendet fiir einen Kon- 
taminationsschutz der SammelgefaBe bei ihrem Fraktions- 
sammler FC206 einen Deckel zum Schutz. Fiir die Abdek- 
kung mit Folien gibt es sowohl die Mbglichkeit, manuell 
Folien zu kleben, als auch kommerziell erhaltliche Gerate 
mil. aul.oiriatisierl.em Ablauf zum Folienkleben und Schwei- 
Ben (INTERNET-Publikation der Firma Zymark zu ihrem 
Presto Automated Microplate Sealer). Der Nachteil aller 
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dieser Abdeckungen fur den Einsatz als Verdunstungs- und 
Kontaminationsschutz fur Fraktionssammlerproben besteht 
darin, daB die Offnungen der SammelgefaBe primar ver- 
schlossen sind und somit die Deckel oder Folien vor dem 
Sammeln entfemt und nach dem Sammeln wieder aufge- 
bracht werden mussen. Das bedeutet erstens einen entspre- 
chenden Bearbeitungsaufwand fiir das Probenhandling, d. h. 
fur die Handhabung der SammelgefaBe zum Vorbereiten 
und Nachbearbeiten des Sammelvorgangs. Besonders pro- 
blematisch ist aber zweitens, dafi mit dem zeitweise nicht 
vorhandenem VerschluB wahrend des Fraktionierens kein 
hinreichender Schutz gegeben ist. Die Gefahr von Proben- 
verlusl.en, Verunreinigungen und Fehlfraklionierungen, ins- 
besondere durch Fraktionsverschleppung, wahrend der 
Fraktionierung ist weiterhin gegeben. Auch eine Automati- 
sierung des Sammelvorgangs ist damit auf effektive Art 
nicht moglich. Aus diesen Grunden findet der VerschluB der 
SammelgefaBe in der Praxis so gut wie keine Anwendung. 

DerErfindung liegl. die Aufgabe zugrunde, Fraktionen im 
MikrolitermaBstab ohne Gefahr von Verunreinigungen, von 
Fliissigkeitsverlusten, von Fraktionsvermischungen und von 
Aerosolbildung sowie mit moglichst geringem Handha- 
bungsaufwand fiir das Vor- und Nachbehandeln der Proben- 
gefaBe zu sammeln. 

ErfindungsgemaB werden die SammelgefaBe mit einer 
perforierbaren Abdeckung, beispielsweise einer Klebefolie, 
verschlossen, bzw. die SammelgefaBe konnen bereits mit ei- 
nem solchen hermetischen AbschluB bereitgestellt werden. 
Mit einer diinnen, hohlen Perforierspitze wird jeweils bei ih- 
rer Positionierung die Abdeckung durchdrungen und bei Er- 
reichen der Sammelposition die fraktionierte Fliissigkeit 
durch die Abdeckung hindurch in das ausgewahlte Sammel- 
gefaB abgegeben. Die Abdeckung verhindert die Aerosolab- 
gabe in die Umgebung und schlieBt die SammelgefaBe ver- 
dunstungs- und kontaminierungssicher ab. AuBerdem ver- 
hindert sie weitgehend, daB fehlfraktionierende Substanzan- 
teile, die beispielsweise auf die Multiwellanalysenplatte 
tropfen, in deren SammelgefaBe gelangen und sich mit der 
gesammelten Firaktion vermischen. Nach der Probenabgabe 
bewegt sich die probenzufiihrende Hohlnadel jeweils wieder 
in ihre Ausgangslage iiber dem SammelgefaB zuriick. Zur 
sicheren Vermeidung von Fehlfraktionierungen wird wah- 
rend der Positionierbewegung der Perforierspitze die Zufuhr 
der zu fraktionierenden Fliissigkeit zur Perforierspitze als 
substanzabgebendes Element unl.erbrochen. Diese Unter- 
brechung wird vorteilhaft durch ein elektromechanisches 
Ventil realisiert. Das vor dem Ventil weiterhin kontinuier- 
lich zuflieBende Volumen wird durch einen elastischen Ver- 
formungskorper, vorzugsweise durch einen elastischen diin- 
nen Zufiihrungsschlauch, aufgenommen und zwischenge- 
speichert. An der Perforierspitze hangende Resttropfen wer- 
den durch Abstreifen am GefaBboden bzw. an der Flussig- 
keitsoberflache der zu sammelnden oder vorgelegten Fliis- 
sigkeit und/oder durch einen Impuls zum AusstoBen der 
Restlosung aus der Nadelspitze in das SammelgefaB abge- 
geben. Die vorzugsweise Nutzung der einen oder anderen 
Moglichkeit richtet sich nach der zu sammelnden Probe, den 
verwendeten SammelgefaBen und nach dem Sammelvolu- 

Die SammelgefaBe bleiben bei der Fraktionierung bis auf 
den winzigen Perforierungs-Durchstich verschlossen, so 
daB auch wahrend des Sammelns der besagte Schutz gegen 
Verdunstungsverlust, Verunreinigung, Aerosolbildung in 
der Umgebung etc. gegeben ist. Das Aufbringen zusatzli- 
cher Abdeckungen fiir das geschtilzte Aufbewahren, den 
Transport und die Weil.erverarbeilung der Fraktionen in den 
SammelgefaBen entfallt, da die SammelgefaBe, abgesehen 
von dem Perforationsdurchstich, nach der Fraktionierung im 
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wesentlichen noch abgedeckt sind. Der Handhabungsauf- 
wand fiir das Aufbringen der perforierbaren diinnen Deckfo- 
lie, z. B. einer Klebefolie auf eine Multiwellanalysenplatte, 
ist gering und gegebenenfalls konnen bereits in der Vorferti- 
5 gung gedeckelte Multiwellanalysenplatten eingesetzt wer- 

In den Unteranspriichen 2 bis 7 und 9-27 sind vorteilhafte 
Ausgestaltungen der Verfahrens- bzw. Vorrichtungsmerk- 
male aufgefiihrt. 
10 Die Erfindung soli nachstehend anhand eines in der 
Zeichnung dargestellten Ausfuhrungsbeispiels naher erlau- 
tert werden. 

Es zeigen: 

Fig. 1: Prinzipaufbau des Fraktionssammlers, 
15 Fig. 2: Perforierspitze in Sammelposition nach Durchste- 
chen der Abdeckung des SammelgefaBes, 

Fig. 3: Zeitlicher Ablauf der Steuerung fur die Sammel- 
zeit einer Fraktion mit einem Impuls zum Substanzrestaus- 
sloB, 

20 Fig. 4: Zeitlicher Ablauf der Steuerung fur die Sammel- 
zeit einer Fraktion ohne Impuls zum SubstanzrestausstoB, 
Fig. 5. Ausfiihrungsformen der hohlen Perforierspitze, 
Fig. 6: Perforierspitze mit zusatzlichen Schneiden in un- 
terschiedlichen Ausfiihrungsformen, 

25 Fig. 7: Einspanneinrichtung fur die Perforierspitze, 

Fig. 8: Gegeniiberstellung der Verdunstungsverluste einer 
offenen und abgedeckten Multiwellanalysenplatte. 

In Fig. 1 ist der Prinzipaufbau des Fraktionssammlers im 
MikrolitermaBstab dargestellt. Die zu fraktionierende Sub- 

30 stanz wird iiber einen AnschluBadapter 1 einem Mehrwege- 
ventil 2 zugefuhrt. Das Mehrwegeventil 2, lenkt, gesteuert 
von einer Steuereinheit 3, den Volumenstrom entweder zu 
einem AbfallgefaB 6 oder iiber einen elastischen Schlauch 4, 
ein Fraktioniervent.il 5 sowie iiber eine Aussl.oBeinrichtung 

35 7 in Richtung einer hohlen Perforierspitze 8, mit welcher die 
zu sammelnden Fraktionen jeweils in ausgewahlte Sammel- 
gefaBe 9 einer Multiwellanalysenplatte 10 abgegeben wer- 
den. Zur relativen x-y-Positionierung der hohlen Perforier- 
spitze 8 zu den SammelgefaBen 9 steht die Multiwellanaly- 

40 senplatte 10 mit einer Positioniereinheit 11, beispielsweise 
einem an sich bekannten x-y-Koordinatentisch, in Verbin- 
dung, die ebenfalls durch die Steuereinheit 3 bewegungsge- 
steuert wird. Fur jede Fraktion wird jeweils durch Positio- 
nierung der Multiwellanalysenplatte 10 relati v zur Perforier- 

45 spitze 6 das entsprechende SammelgefaB 7 der Multiwell- 
analysenplatte 10 iiber die Steuereinheit 3 und die Positio- 
niereinheit 11 selektiert. AuBerdem steuert die Steuereinheit 
3 eine Hubeinheit 12 zur z-Bewegung der Perforierspitze 8, 
um diese nach Selektion eines SammelgefaBes 9 fiir die je- 

50 weilige Fraktion zur Substanzabgabe in das SammelgefaB 9 
hineinzubewegen. Bei ihrer Vertikalbewegung zum Errei- 
chen der Sammelposition fiir die Substanzabgabe durch- 
sticht die Perforierspitze 8 eine auf die Multiwellanalysen- 
platte 10 aufgebrachte Deckfolie 13 und gibt die Fraktion 

55 durch die so perforierte Deckfolie 13 hindurch in das ausge- 
wahlte SammelgefaB 9 ab (vgl. Fig. 2). 

Die Deckfolie 13, beispielsweise eine Klebefolie, verhin- 
dert vor, wahrend und nach der Fraktionierung eine Aerosol- 
bildung in der Umgebung, eine Verdunstung sowie eine 

60 Kontaminierung durch Staub- und Schmut.zpartikel der sehr 
geringen Fraktionsvolumina in den SammelgefaBen 9. Fiir 
den Fall, daB von der iiber den SammelgefaBen 9 positio- 
nierbewegten Perforierspitze 8, beispielsweise bei unzu- 
langlichem SchlieBen der Ventile oder undichten Verbindun- 

65 gen, aus dieser austretende Tropfen, die nicht niehr zur je- 
weiligen Fraktion gehoren, auf die Multiwellanalysenplatte 
10 gelangen, werden diese Tropfen durch die Deckfolie 13 
ebenfalls von den SammelgefaBen 9 ferngehalten und kon- 



DE 198 52 947 A 1 

5 6 



nen somit keine Fehlfraktionierung bewirken. Die Multi- 
wellanalysenplatte 10 kann auch fur einen praventiven Ver- 
schmutzungsschutz und Sterililat der SammelgefaBe 9 be- 
reits mit dieser Deckfolie 13 versehen geliefert, aufbewahrt 
und zur Fraktionierung bereitgestellt werden. Ebenso ist es 
mbglich, in der Multiwellanalysenplatte 10 eine Losung 
oder Festsubstanz vorzulegen, beispielsweise Stabilisatoren 
fur Proteine, die Multiwellanalysenplatte 10 mit der Deck- 
folie 13 zu verschlieBen und die Fraktionen in den Sammel- 
gefaBen 9 mit dem vorgelegtem Material zu sammeln. 

Fiir einen zusatzlichen Verdunstungsschutz steht die Mul- 
tiwellanalysenplatte 10 mit einer Temperiereinheit 14 in 
Verbindung, durch welche die in einem definierten Raster, 
beispielsweise n x 8 x 12, angeordneten SammelgefaRe 9 
der Multiwellanalysenplatte 10 auf eine Temperatur unter- 
halb der Raumtemperatur gehalten werden. 

Nach der Substanzabgabe wird die Perforierspitze 8 aus 
ihrer Sammelposition im SammelgefaB 9 in eine obere Aus- 
gangslage durch z-Positionierung zuriickbewegt. Anschlie- 
Bend kann ein anderes SammelgefaB 9 fur die nachste zu 
sammelnde Fraktion selektiert werden. 

Wahrend der Positionierbewegung der Perforierspitze 8 
von bzw. zu ihrer Sammelposition im jeweils selektierten 
SammelgefaB 9, einschlieBlich der relativen Positionierbe- 
wegung der Multiwellanalysenplatte 10, wird der durch das 
Mehrwegeventil 2 kontinuierlich flieBende Volumenstrom 
mittels des Fraktionierventils 5 unterbrochen. 

Der Schlauch 4 ist elastisch ausgebildet und weist einen 
geringen Innendurchmesser (geringer oder gleich 0,5 mm) 
auf. Damit ist gewahrleistet, daB erstens der infolge des 
SchlieBens des Fraktionierventils 5 in der zu sammelnden 
Substanz auftretende Druckimpuls gedampft und zweitens 
die zu fraktionierende Substanz ohne wesentliche Substanz- 
vennischung, beispielsweise infolge Verwirbelung, bis zur 
nachsten Substanzabgabe aufgenommen und zwischenge- 
speichert wird. Ein noch an der Perforierspitze 8 befindli- 
cher Fliissigkeitstropfen wird durch einen Impuls der Aus- 
stoBeinrichtung 7 abgestoBen. In Fig. 1 besteht die AusstoB- 
einrichtung 7 aus einem von der Steuereinheit 3 elektroma- 
gnetisch bewegten Stempel 15, der nach erfolgter Substanz- 
abgabe der Perforierspitze 8 in das selektierte SammelgefaB 
9 kurzzeitig einen kurzen mechanischen Impuls gegen ein 
Widerlager 16 auf den elastischen Schlauch 17 gibt. Der 
kurze Impuls konnte auch auf anderem Wege, beispiels- 
weise andere mechanische Elemente, wie Nocken und He- 
bel, ein piezoelektrisches Element, Ultraschall, komprimier- 
tes Gas oder Vakuum, auf die Substanz in der Perforierspitze 
8 oder deren Zufiihrung wirkend gegeben werden. Es ist 
auch moglich, daB Resttropfen an der Oberflache der gesam- 
rnellen und/oder bereits vorgeleglen Substanz bzw. an der 
Innenwand des SammelgefaBes 9 durch Beriihrung abge- 
streift werden, wofiir die Hubeinrichtung 12 zur sehr ge- 
nauen und feinfuhligen Bewegungssteuerung der Perforier- 
spitze 8 zweckmaBigerweise einen hochaufgelbsten Schritt- 
antrieb besitzt oder mit einem solchen in Verbindung steht. 
(Die genannten Alternativlosungen zur Impulserzeugung 
der AusstoBeinrichtung 7 sind aus Ubersichtsgriinden nicht 
in der Zeichnung dargestellt.) 

In Fig. 3 ist ein Zeitschema, bezogen auf die Sammelzeit 
fiir eine Fraktion, mit einem solchen Impuls zum Restaus- 
stoB von Fliissigkeitstropfen (AusstoBeinrichtung 7), fiir die 
Steuerung der Positioniereinheit 11, der Hubeinheit 12 und 
des Fraktionierventils 5 sowie mit Darstellung des Druck- 
verlaufes im elastischen Schlauch 4 dargestellt. Zum Ver- 
gleich zeigt Fig. 4 ein relevantes Zeitschema ohne den Im- 
puls fiir den RestausstoB. 

Fig. 5 zeigt jeweils in zwei Ansichten mbgliche Ausfiih- 
rungsformen fiir die die Deckfolie 13 durchstoBende Perfo- 



rierspitze 8, wobei die Erfindung nicht auf die dargestellten 
Formen beschrankt ist. Die Perforierspitze 8 kann beispiels- 
weise Einzelspitzen 18, Mehrfachspitzen 19, Einphasungen 
20, Anphasungen 21, beliebig geformte Phasen 22 etc. allein 
5 oder in Kombination aufweisen. Die Auswahl der geeigne- 
ten Perforierspitzenform richtet sich nach dem Verwen- 
dungszweck, insbesondere hinsichtlich der Art der zu durch- 
stoBenden Deckfolie 13. 
In Fig. 6 sind an der Perforierspitze 8 zusatzlich Schnei- 

10 den 23 unterschiedlicher Form (Fig. 6a bis Fig. 6c vier- 
schneidig und Fig. 6d bis Fig. 6f doppelschneidig, jeweils in 
zwei Ansichten dargestellt) angeordnet. Die Schneiden 23 
schlilzen bei der Hubbewegung der Perforierspitze 8 in das 
SammelgefaB 9 hinein die Deckfolie 13 zusatzlich zur Per- 

15 forierung fiir die Substanzabgabe mit einem Einfach- oder 
Mehrfachschlitz auf. Durch die Schlitze bleiben die Sam- 
melgefaBe 9 zwar im wesentlichen durch die Deckfolie 13 
nach wie vor mit den besagten Vorteilen der Erfindung abge- 
deckt, jedoch ist auf einfache Art und Weise ein Weiterbe- 

20 handeln der gesammelten Fraktionen durch Gerate der an 
sich bekannten "liquid handling'-Technik, insbesondere 
Multipipetten, ohne vorherige Entfernung der Deckfolie 13 
moglich. Die Gerateelemente konnen zur Probenbehand- 
lung durch die Schlitze ebenfalls in die SammelgefaBe 9 ein- 

25 dringen, wobei sich die Schlitzoffnungen nach der Behand- 
lung infolge der flexiblen Deckfolie 13 wieder selbsttatig 
schlieBen. 

Es ist zweckmaBig, die Deckfolie 13 nur im Bereich der 
Kontaktflachen zur Multiwellanalysenplatte 10 mil: Klebe- 

30 stellen zu versehen, damit die Perforierspitze 8 nicht mit 
dem Klebstoff kontaminiert wird und die Adhasion von 
Fraktioniergut iiber den Klebstoff an der Perforierspitze 8 
vermieden wird. 

Um die Perforierspitze 8 fiir eine schnelle und dennoch 

35 lageprazise Austauschbarkeit mit geringem Handhabungs- 
und Justieraufwand an der Hubeinrichtung 12 zu befestigen, 
ist die Perforierspitze 8 in Fig. 7 mit einem Aufnahme- 
flansch 24 zur Aufnahme in einer Klemmvorrichtung 25 der 
Hubeinrichtung 12 versehen. Der Aufnahmeflansch 24 mit 

40 der Perforierspitze 8 wird bis zum ringformigen Anschlag in 
die Klemmeinrichtung 25 eingefuhrt und durch Drehen ei- 
ner Klemmschraube 26 arretiert. Auf diese Weise konnen 
die Perforierspitze 8 je nach Anwendungsbedingung schnell 
. und unkompliziert gewechselt, gleichzeitig aber die fiir eine 

45 exakte vertikale Bewegungssteuerung (auch hinsichtlich des 
Abstreifens von Restflussigkeit nach erfolgter Substanzab- 
gabe) erforderliche Lageprazision gewahrleistet werden. 
Fiir eine universelle Anwendbarkeit sollten die Perforier- 
spitze 8, wie auch das Zufiihrungssystem fiir die Flussigkeit, 

50 durch Steckverbinder, Schnellkupplungen etc. verbunden 
sein, um einen schnell einsatzfahigen und vor allem umriist- 
baren Aufbau zu realisieren. So sind u. a. Perforierspitzen 8 
sowie Zufuhrungselemente mit unterschiedlicher Durch- 
fluBgroBe und -menge und je nach Fraktionierungsvoraus- 

55 setzung insbesondere Schlauche 4, 17 mit variabel verwend- 
barer GroBe und Elastizitat in kiirzester Zeit einrustbar. 

Da die dtinne, hohle Perforierspitze 8 zur Substanzabgabe 
mit ihrem Innendurchmesser kleiner oder gleich 0,5 mm 
und ihrem AuBendurchmesser kleiner oder gleich 0,9 mm 

60 ein, insbesondere fiir Biegebeanspruchung, sehr empfindli- 
ches Bauelement darstellt, wird ein Sensor (nicht in der 
Zeichnung dargestellt) an der Perforierspitze 8, welcher de- 
ren Biegebelastung, beispielsweise bei einem unvorhergese- 
henen Hindernis wahrend der Positionierung, erfaBt, einge- 

65 setzt. Dieser schaltet im Havariefall die Bewegungssteue- 
rung ab. Femer sind Feuchtigkeilssensoren (ebenfalls in der 
Zeichnung nicht dargestellt) zur Erfassung von Leckstellen 
unter dem Schlauchsystem sowie unter der Multiwellanaly- 
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senplatte 10 hilfreich, um die Vorrichtung zur Vermeidung 
von Schaden durch Fliissigkeitsverlusten schnell abschalten 
zu kbnnen. 

In Fig. 8 sind die Verdunstungsverluste einer bekannten 
handelsiiblichen Multiwellanalysenplatte 10, die sowohl an 5 
offenen als auch an durch die Deckfolie 13 verschlossenen 
und im Raster 8 x 12 angeordneten SammelgefaBen 9 der 
Multiwellanalysenplatte 10 bei unterschiedlichen Tempera- 
turen gemessen wurden, gegenubergestellt. Die Perforie- 
rung der Deckfolie 13 wurde durch senkrechte Einstiche 10 
iiber jedem SammelgefaB 9 mit einem Einstichloch von ca. 
0,5 mm Durchmesser simuliert. Die SammelgefaBe 9 waren 
jeweils mit 150 pi deionisiertem Wasser gefiillt und wurden 
entweder bei Raumtemperatur oder auf einer auf 4°C abge- 
kuhlten Kupferplatte in einen Laborraum bei Raumtempera- 15 
turen von 18-23°C iiber den Zeitraum von 18,4 Stunden ab- 
gestellt. Die Messung der Verdunstung erfolgte durch Ge- 
wichtsmessung vor und nach dem Versuch. 



Aufstellung der verwendeten Bezugszeichen 



1 

2 Mehrwegeventil 

3 Steuereinheit 

4 elastischer Schlauch 

5 Fraktionierventil 

6 Abfallbehiilter 

7 AusstoBeinrichtung 

8 Perforierspitze 



20 



10 Multiwellanalysenplatte 

11 Positioniereinheit 

12 Hubeinheit 

13 Deckfolie 

14 Temperiereinheit 3 

15 Stempel 

16 Widerlager 

17 Schlauch 

18 Einzelspitze 

19 Mehrfachspitze A 

20 Einphasung 

21 Anphasung 

22 Phase 

23 Schneide 

24 Aufnahmefiansch <f 

25 Klemmvorrichtung 

26 Klemmschraube 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Sammeln von Fraktionen nach 
Stofftrennung, bei dem ein substanzabgebendes Ele- 
ment iiber in einem definierten und zur an sich bekann- 
ten "liquid handling"-Technik paBfahigen Raster ange- 
ordneten SammelgefaBen relativ zu diesen posilioniert ; 
wird, jeweils unter einer vertikalen relativen Bewe- 
gung in die Sammelposition gebracht wird und dort 
eine zu fraktionierende Substanzmenge in das selek- 
tierte SammelgefaB abgibt, dadurch gekennzeichnet, 
daB das substanzabgebende Element bei seiner vertika- < 
len relativen Bewegung fur die Substanzabgabe jeweils 
eine auf den SammelgefaBen befindliche und die Aero- 
solbildung in der Umgebung verhindemde, verdun- 
stungs- und kontaminierungssicher abschlieBende, 
Resttropfen am substanzabgebenden Element abwei- ( 
sende sowie auch sonstige fehlfraktionierende Sub- 
stanzanteile fernhaltende Abdeckung perforiert, die 
Substanz in der Sammelposition durch diese Abdek- 



kung hindurch in das selektierte SammelgefaB abgibt 
und sich danach aus dem abgedeckten SammelgefaB in 
die Ausgangslage zuriick bewegt und daB der Flussig- 
keitsstrom zum substanzabgebenden Element jeweils 
wahrend der Positionierbewegung des substanzabge- 
benden Elementes unterbrochen sowie zur Dampfung 
der mit dieser Unterbrechung auf das substanzabge- 
bende Element wirkenden Druckanderungen elastisch 
aufgenommen und zwischengespeichert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das substanzabgebende Element zur weiteren 
Vermeidung einer Fehlfraktionierung bzw. einer Sub- 
stanzverschleppung so weit in das ausgewahlte Sam- 
melgefaB hinein bewegt wird, daB Resttropfen am sub- 
stanzabgebenden Element nach Unterbrechung des 
Fiiissigkeitsstromes durch Beriihrung mit der gesam- 
melten und/oder vorgelegten Substanz bzw. durch Be- 
riihrung mit der Innenwand des SammelgefaBes abge- 
streift werden. 

3. Verfahren nach Anspriichen 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Positionierbewegung des sub- 
stanzabgebenden Elementes in hochaufgelbsten Schrit- 
ten gesteuert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB zur weiteren Vermeidung einer Fehlfraktionie- 
rung bzw. einer Substanzverschleppung eine nach er- 
folgter Substanzabgabe in ein selektiertes Sammelge- 
faB noch in Tropfenform am substanzabgebenden Ele- 
ment befindliche Restflussigkeit durch einen mecha- 
nisch auf dieses oder dessen Zuleitung wirkenden Im- 
puls abgestoBen wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Impuls auf ein elastisches Element der 
Substanzzufuhrung, beispielsweise einen Zufiihrungs- 
schlauch, gegeben wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die SammelgefaBe zur weiteren Verringerung 
der Verdunstungsgefahr und schonenderen Handha- 
bung der Fraktionen temperiert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die auf den SammelgefaBen befindliche Ab- 
deckung auBer der mit dem substanzabgebenden Ele- 
ment fur das Sammeln der Fraktionen erfolgenden Per- 
forierung zusatzlich geschlitzt wird, um die gesammel- 
ten Fraktionen mit Geraten der an sich bekannten "li- 
quid handling"-Technik ohne Entfernung der Abdek- 
kung weiterzubehandeln. 

8. Vorrichtung zum Sammeln von Fraktionen nach 
Stofftrennung mit Mitteln, insbesondere einen An- 
schluBadapter und Zufuhrungsschlauch, zur Bereitstel- 
lung und Zufuhrung der zu fraktionierenden Substanz, 
mit einer beispielsweise als gesteuertes Ventil ausgebil- 
deten Fraktioniereinheit fur die Substanz, mit einem 
substanzabgebenden Element zur Abgabe der zu frak- 
tionierenden Substanz in SammelgefaBe, die in einem 
definierten und zur an sich bekannten "liquid hand- 
ling"-Technik paBfahigen Raster angeordnet sind, und 
mit Mitteln zur Positionierbewegung des substanzab- 
gebenden Elementes relativ zu den SammelgefaBen, 
einschlieBlich einer Hubeinheit flir dessen Absenken 
zu dem jeweils selektierten SammelgefaB, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als substanzabgebendes Element 
eine hohle Perforierspitze (8) vorgesehen ist, die so- 
wohl zum DurchstoBen einer auf den SammelgefaBen 
(9) befindlichen und die Aerosolbildung in der Umge- 
bung verhindemden, verdunstungs- und kontaminie- 
rungssicher sowie auch sonstige fehlfraktionierende 
Substanzanteile fernhaltenden Abdeckung (13) als 
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auch fur eine durch diese Abdeckung (13) hindurch er- 
folgende Substanzabgabe in das jeweils selektierte 
SammelgefaB (9) dienl, daB Mittel (5) zur Unterbre- 
chung der Substanzzufiihrung zur Perforierspitze (8) 
wahrend deren Positionierbewegung vorgesehen sind 5 
und daB mindestens ein elastischer Verformungskorper 
(4) fur eine elastische Aufnahme und Zwischenspei- 
cherung der durch die UnLerbrechung der Substanzzu- 
fiihrung angestauten Substanz vorhanden ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, daB die Mittel zur Unterbrechung der Sub- 
stanzzufiihrung zur Perforierspitze (8) auch dafur vor- 
gesehen sind, um nach erfolgter Substanzabgabe noch 
an der Perforierspitze (8) befmdliche Resttropfen durch 
einen mechanisch auf die Fliissigkeit vor bzw. in der 15 
Perforierspitze (8) wirkenden Impuls abzustoBen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Mittel zur Unterbrechung der Sub- 
stanzzufiihrung zur Perforierspitze (8) wahrend dercn 
Positionierbewegung ein elektromagnetisch gesteuer- 20 
tes Ventil (5) vorgesehen sind. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als elastischer Verformungskorper ein 
flexibler Zufuhrungsschlauch (4) mit geringem Innen- 
durchmesser, vorzugsweise kleiner als 0,5 mm, vorge- 25 
sehen ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als SammelgefaBe eine an sich bekannte 
Multiwellanalysenplatte (10) vorgesehen ist, deren bei- 
spielsweise in einer n X 8 X 12-Raster angeordneten 30 
SammelgefaBe (9) durch eine Folie (13) verschlossen 

13. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die SammelgefaBe (9) durch eine Folie 
(13) verschlossen sind, die ausschlieBlich an den Auf- 35 
lageflachen Klebstoff zur deren Befestigung aufweist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die SammelgefaBe (9) zur Temperierung 
der darin enthaltenden Fraktionen mit einer Temperier- 
einheit (14), beispielsweise einer temperaturregulier- 40 
baren Metallplatte mit Peltierelementen oder einer 
wassergekiihlten Grundplatte, in Verbindung stehen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hubeinheit (12) zur Feinpositionie- 
rung der Perforierspitze (8) mit einem hochaufgelosten 45 
Schrittantrieb in Verbindung steht. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) zum Zweck einer 
austauschbaren, schnellen und lageprazisen Befesti- 
gung an der Hubeinheit (12) eine fur eine Klemmung- 50 
vorrichtung (25, 26) vorgesehenen lagedefinierte Auf- 
nahme, beispielsweise einen zylinderformigen Flansch 
(24) mit einem ringformigen Anschlag, aufweist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB an der PerforierspiLze (8) zu deren Schulz 55 
gegen mechanische Beanspruchung bei einem unvor- 
hergesehenen Bewegungshindernis mindestens ein 
Sensor, beispielsweise fur die Erfassung der Biegebela- 
stung der Perforierspitze (8), angeordnet ist, der mit 
den Mitteln zur Positionierbewegung der Perforier- 60 
spitze (8) und zur Substanzfuhrung in Verbindung steht 
und die Positionierbewegung und Substanzzufiihrung 
im Havariefall unterbricht. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnel, daB unterhalb der SammelgefaBe (9) und/ 65 
odcr der fliissigkeitsfuhrenden Elemcnte, insbesondere 
unter den Schlauchen (4, 17), Sensorcn zur Erfassung 
von Leckstellen angeordnet sind und daB die Sensoren 



mit einer Abschalteinheit der Anlage gekoppelt sind. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) aus einem Material 
hoher mechanischer Festigkeit und hoher chemischer 
Bestandigkeit, beispielsweise aus einem inerten Edel- 
stahl, besteht und daB deren Innendurchmesser kleiner 
oder gleich 0,5 mm und deren AuBendurchmesser klei- 
ner oder gleich 0,9 mm sind. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine Einzelspitze 
(18) aufweist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine Mehrfach- 
spitze (19) aufweist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) Ein- bzw. Anpha- 
sungen (20, 21) aufweist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine beliebig ge- 
kru'mmte Phase (22) aufweist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine oder mehrere 
Spitzen (18, 19) und/oder und mindestens eine Phase 
(20, 21, 22) aufweist. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zumindest der Verformungskorper (4) 
und die Perforierspitze (8) fur eine austauschbare Ver- 
wendung Mittel zum schnellen Verbinden, beispiels- 
weise einen Steckverbinder oder eine Schnellkupp- 
lung, aufweisen. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich zu der Perforierspitze (8) min- 
destens eine Schneide (23) vorgesehen ist, welche die 
Abdeckung (13) schlitzt, um die in den Sammelgefa- 
Ben (9) gesammelten Fraktionen mit Geraten der an 
sich bekannten "liquid handling"-Technik weiterzube- 
arbeiten, ohne hierfur die Abdeckung (13) entfernen zu 
miissen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zcichnet, daB die mindestens eine Schneide (23) eben- 
falls an der Perforierspitze (8) oder an der Hubeinrich- 
tung (12) angeordnet ist und mit deren Positionierung 
fur das Einschlitzen der Abdeckung (13) bewegt wird. 
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Bedingungen 


Verdunstungsrate 
[u^min] 


Massseverlust 
ttber 18,4 h 
f%l 


Multiwellanalysenplatte bei 
Raumtemperatur offen 


5,22 


60 


Multiwellanalysenplatte bei 
Raumtemperatur mit perforierter Folie 


0,37 


4,2 


Multiwellanalysenplatte bei 4 °C mit 
perforierter Folie 


0,037 


0,4 
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